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1.  Abkürzungsverzeichnis 
 
Alveolare Flüssigkeitsabsorption (alveolar fluid clearance)   AFC 
Atemnotsyndrom des Erwachsenen (acute respiratory distress syndrome)  ARDS 
Atemnotsyndrom des Neugeborenen (infant respiratory distress syndrome)  RDS 
Epithelialer Natriumkanal       ENaC 
estrogen response element        ERE 
Östrogenrezeptor        ER 
Fetale distale Lungenepithelzellen      FDLE-Zellen 
Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase     Na,K-ATPase 
platelet-derived growth factor A      PDGF-A 
Progesteronrezeptor        PR 
Verhältnis des Feucht- zu Trockengewichts (wet-to-dry weight ratio)  W/D ratio 
Schwangerschaftswoche       SSW 
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Die Inzidenz des Atemnotsyndroms ist bei männlichen Neugeborenen etwa 1,7-mal so hoch wie bei 
weiblichen. Zur Erforschung der Ursachen dieser Tatsache wurden in der vorliegenden Arbeit 
geschlechtsabhängige Unterschiede im transepithelialen Natriumtransport an fetalen distalen 
Lungenepithelzellen von Ratten untersucht. Die zugrunde liegende Versuchsanordnung stellt ein 
Modell der Typ II Pneumozyten des späten Frühgeborenen dar. In Ussing Kammer Messungen wurde 
ein höherer Natriumtransport in weiblichen Zellen im Vergleich zu männlichen Zellen nachgewiesen. 
Des Weiteren zeigten Genexpressionsanalysen eine höhere Expression der am Natriumtransport 
beteiligten Kanäle und Transporter in weiblichen Zellen. Um mögliche Ursachen der festgestellten 
Geschlechtsunterschiede zu eruieren, wurde die Genexpression von Hormonrezeptoren untersucht. 
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Rezeptoren weiblicher Geschlechtshormone dabei eine 
wichtige Rolle spielen. Abschließend betrachtet diese Arbeit die absolute Zahl fetaler distaler 
Lungenepithelzellen in Rattenfeten beider Geschlechter. Hierbei fanden sich ebenfalls 
Geschlechtsdifferenzen. 
Zusammenfassend kann die vorliegende Arbeit zu einem besseren Verständnis der Pathogenese und 
der Inzidenz des Atemnotsyndroms des Frühgeborenen beitragen. 
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3.  Einleitung 
 
3.1. Der epitheliale Natriumkanal und seine Rolle im transepithelialen 
Flüssigkeitstransport 
 
Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) ist an der apikalen Plasmamembran der Epithelzellen diverser 
Gewebe beziehungsweise Hohlorgane, wie zum Beispiel dem distalen Nierentubulus, der Harnblase, 
dem distalen Kolon, den Ausführungsgängen der Speichel- und Schweißdrüsen und dem 
Lungenepithel zu finden (Garty und Palmer 1997). Die Natriumionen folgen zunächst passiv einem 
Konzentrationsgradienten aus dem Lumen des Hohlorgans über den ENaC in die jeweilige Epithelzelle, 
so zum Beispiel aus der Alveole in die Lungenepithelzelle. Anschließend werden sie an der 
basolateralen Zellseite mittels der Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase (Na,K-ATPase) aktiv 
wieder aus der Zelle herausgepumpt. Dem daraus entstehenden osmotischen Gradienten folgt Wasser 
entweder transzellulär über Aquaporine oder interzellulär (Abbildung 1). Daraus resultiert eine 
Flüssigkeitsabsorption aus dem jeweiligen Lumen in das umliegende Gewebe (Matalon und 
O'Brodovich 1999, O'Brodovich 1995). Aufgrund dieses Transportmechanismus spielt der ENaC eine 
entscheidende Rolle in diversen physiologischen Prozessen. Dazu zählen unter anderem die Regulation 
des Blutdrucks, der Erhalt der Natrium- und Wasserhomöostase durch Niere und Darm, die 
Wahrnehmung des Salzgeschmacks durch die Geschmacksknospen, die Regulation der 
Schweißsekretion und die postnatale pulmonale Adaptation (Bhalla und Hallows 2008). 
 
 
Abbildung 1: Transepithelialer Natriumtransport und nachfolgende trans- oder interzelluläre 
Flüssigkeitsabsorption am Beispiel des Lungenepithels, aus: Kaltofen et al. 2015. 
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Als konstitutiv aktiver Kationenkanal ist der ENaC hauptsächlich für Natriumionen permeabel. 
Ladungs- aber nicht spannungsabhängig werden außerdem kleinere Kationen, wie zum Beispiel 
Lithiumionen oder Protonen transportiert (Palmer 1987). Damit ist der ENaC der wichtigste Vertreter 
der hochselektiven Kationenkanäle beziehungsweise wird teilweise auch als Namenspatron dieser 
Kationenkanalgruppe verwendet (Garty und Palmer 1997). 
In den epithelialen Geweben wie zum Beispiel den Pneumozyten des Lungenepithels existiert der 
ENaC typischerweise als Heterotrimer (Abbildung 2), bestehend aus den drei Untereinheiten α, β und 
γ (Canessa et al. 1994). Allerdings ist auch eine vierte δ-Untereinheit bekannt, welche in fast allen 
ENaC-exprimierenden Epithelien nachweisbar ist. Ihre Bedeutung ist bis dato unbekannt. Alle 
Untereinheiten bestehen aus 2 membranspannenden Domänen mit je einem großen extrazellulären 
loop und intrazellulärem Amino- sowie Carboxyterminus (McDonald et al. 1995). Lediglich die α-
Untereinheit, beziehungsweise wenn vorhanden die δ-Untereinheit, ist bei alleiniger Expression 
befähigt, einen adäquaten Natriumstrom zu generieren (Hummler et al. 1996, Waldmann et al. 1995). 
Die Expression der β- und γ-Untereinheit erhöht die Kanalaktivität, kann aber selbstständig keinen 
Strom generieren (McDonald et al. 1995, McNicholas und Canessa 1997). Neben dem klassischen 
Heterotrimer sind inzwischen auch Heteromultimere mit bis zu 9 Untereinheiten bekannt (Stewart 
et al. 2011). 
 
 
Abbildung 2: ENaC-Heterotrimer aus α-, β- und γ-Untereinheit mit jeweils zwei 
Transmembrandomänen (M1 und M2), einem extrazellulären loop und intrazellulärem Amino (N)- 
sowie Carboxyterminus (C), aus: Bhalla und Hallows 2008. 
 
Eine definierende Eigenschaft des ENaC ist die Kanalhemmung durch das Kalium-sparende Diuretikum 
Amilorid. Diese Besonderheit hat in der Klinik und im Forschungsbereich große Bedeutung. Sie gibt uns 
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die Möglichkeit, die Aktivität des ENaC zu bestimmen, indem der Natriumtransport durch den Kanal in 
An- und Abwesenheit von Amilorid gegenübergestellt wird. Ein spezifischer Aktivator des Kanals 
existiert hingegen nicht. Die Inhibition des Kanals durch Amilorid wurde in dieser Arbeit zur 
Bestimmung der ENaC-Aktivität genutzt. 
 
3.2. Regulation der ENaC-Aktivität 
 
Das Spektrum der Regulationsmöglichkeiten des ENaC ist vielfältig. Wie die meisten 
Transmembranproteine unterliegen auch die Untereinheiten des ENaC einem ausgeprägten 
trafficking. Nach der Synthese können sie auf dem Weg zur Zellmembran vielfältig modifiziert werden 
und je nach Bedarf in die Membran eingebaut oder entfernt werden (Bruns et al. 2003, Hughey et al. 
2004). Maßgeblich für die Verfügbarkeit von ENaC-Untereinheiten in der Zellmembran sind die 
extrazelluläre (Sheng et al. 2004) und intrazelluläre Natriumkonzentration (MacRobbie und Ussing 
1961). Weiterhin kann der ENaC durch Ubiquitinylierung mittels der Ubiquitinligase Nedd4-2 (neural 
precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4-2) einem proteasomalem oder 
lysosomalem Abbau zugeführt werden (Wiemuth et al. 2007). Hinzu kommen eine Vielzahl an 
Regulationsmöglichkeiten über Phosphorylierung durch verschiedene Proteinkinasen (Shimkets et al. 
1998). Weiterhin existieren multiple Varianten der hormonellen Beeinflussung des ENaC zum Beispiel 
durch Aldosteron (Shigaev et al. 2000), Vasopressin (Ecelbarger et al. 2001), Insulin (Marunaka et al. 
1992, Mattes et al. 2014) oder Schilddrüsenhormone (Hume et al. 2001). Von großer Bedeutung sind 
außerdem Glucocorticoide. In alveolaren Epithelzellen beispielsweise steigern sie die ENaC-Aktivität 
(Lazrak et al. 2000, Thome et al. 2003). Auch die verschiedenen Gruppen an Geschlechtshormonen 
beeinflussen den ENaC an seinen diversen Lokalisationen in oft unterschiedlicher Art und Weise. 
An Sammelrohrzelllinien der Niere wurde gezeigt, dass Östrogen und Progesteron sowohl Gen- und 
Proteinexpression der α-ENaC-Untereinheit als auch die ENaC-Aktivität stimulieren (Chang et al. 2007, 
Yusef et al. 2014). In den Nieren ovarektomierter Ratten erhöht Östrogen die Genexpression der α-
ENaC-Untereinheit und Progesteron die der γ-ENaC-Untereinheit (Gambling et al. 2004). Bedeutung 
könnte das zum Beispiel in der Lutealphase des weiblichen Zyklus haben und die Ödemneigung 
während des prämenstruellen Syndroms erklären. Im Rahmen der Hypertonieforschung existieren 
jedoch auch Untersuchungen in denen Estradiol in ovarektomierten Ratten zu einer Reduktion der 
Proteinexpression von α-ENaC und γ-ENaC führte (Heo et al. 2013, Kienitz 2009, Kienitz et al. 2009). 
Weniger gegensätzlich sind die Erkenntnisse zur Wirkung der Androgene auf den renalen ENaC. In vivo 
erhöhen Testosteron und Dihydrotestosteron bei männlichen Ratten die Genexpression des ENaC, 
wohingegen sie bei weiblichen Tieren reduziert wird (Kienitz 2009, Kienitz et al. 2009, Quinkler et al. 
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2005). Möglicherweise ist eine derartige geschlechtsabhängige Regulation mit für die unterschiedliche 
Prävalenz der arteriellen Hypertonie bei Männern und Frauen verantwortlich. 
Die Geschlechtshormone beeinflussen den ENaC auch in diversen weiteren Organen. Seit langem ist 
beispielsweise eine wesentliche Funktion der Östrogene im Knochenmetabolismus bekannt. An 
Knochenzellen der Maus konnte gezeigt werden, das Östrogen sowohl die Gen- als auch die 
Proteinexpression von α- und γ-ENaC-Untereinheiten in diesen Zellen stimuliert. Weiterhin fand sich in 
Osteoblasten bei patch clamp Messungen auch eine Erhöhung des Natriumstroms über den ENaC 
unter Östrogeneinfluss (Yang et al. 2015). Sogar im Uterus ovarektomierter adulter Ratten zeigte sich 
nach Behandlung mit Östrogen und Progesteron eine Beeinflussung der Expression aller drei ENaC-
Untereinheiten in vivo (Chinigarzadeh et al. 2015). 
Ähnlich dem in der Niere ist der ENaC im Lungenepithel bereits umfassender untersucht als an den 
beiden zuletzt genannten Organen. Im Bronchialbaum und in den Alveolen wirken Östrogene und 
Gestagene überwiegend stimulierend auf die Gen- und Proteinexpression des ENaC einerseits sowie 
auf seine Aktivität andererseits. Dies wurde sowohl an adulten (Greenlee et al. 2013), als auch an 
fetalen Zellen in vitro bereits bewiesen (Laube et al. 2011, Schmidt et al. 2014). Aber auch in vivo 
konnten Sweezey et al. im Rattenmodel eine Stimulation der alveolaren Genexpression des ENaC 
durch die Kombination aus Progesteron und Estradiol nachweisen (Sweezey et al. 1998). Es ist 
anzunehmen, dass auch die perinatale pulmonale Adaptation, in welcher der ENaC eine wichtige Rolle 
spielt, durch Geschlechtshormone beeinflusst wird. Allerdings erlangt jene Hormongruppe hierdurch 
auch Bedeutung in der Pathologie dieses Prozesses, worauf in den folgenden Abschnitten umfassend 
eingegangen wird. 
 
3.3. Physiologie der perinatalen pulmonalen Adaptation 
 
Mit der Geburt werden an den neugeborenen Organismus zwei Hauptaufgaben gestellt. Einerseits 
erfolgt eine Umstellung des Blutkreislaufes mit einer deutlichen Steigerung der Lungendurchblutung 
und dementsprechend einer Serienschaltung von großem und kleinen Blutkreislauf. Andererseits muss 
die Lunge nun ihrer eigentlichen Funktion nachgehen, wozu das pränatal flüssigkeitsgefüllte Organ 
entsprechend ventiliert werden muss. Beide Aufgaben bedingen sich gegenseitig. Fehlt die Ventilation 
so kann das Blut nicht ausreichend mit Sauerstoff angereichert werden und es kommt zur 
Vasokonstriktion der pulmonalen Gefäßbetten (Euler-Liljestrand-Reflex) beziehungsweise 
perspektivisch zur pulmonalen Hypertonie. Bleibt die adäquate Kreislaufumstellung aus, so kann der 
inhalierte Sauerstoff nur teilweise an das Hämoglobin der Erythrozyten gebunden werden, da die 
Lungenperfusion nicht suffizient ist. Bei der Anpassung an die Luftatmung spielt die, in dieser Arbeit 
untersuchte, alveolare Natriumabsorption eine entscheidende Rolle. 
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Etwa ab der 6. Schwangerschaftswoche (SSW) und damit zu Beginn der pseudoglandulären 
Entwicklungsphase ist die Lunge flüssigkeitsgefüllt (McCray Jr. et al. 1992). Bis zum Ende der 
Schwangerschaft ist sie ein flüssigkeitssezernierendes Organ, in dem durch die Sekretion von 
Chloridionen Wasser in die sich bildenden Alveolen strömt (Krochmal et al. 1989). Die fetale Lunge 
benötigt diese Flüssigkeitsfüllung einerseits selbst um sich zeitgerecht zu entwickeln, andererseits 
trägt sie damit wesentlich zur Fruchtwasserproduktion bei. Zum Ende der Schwangerschaft nimmt die 
Flüssigkeitssekretion durch die Lunge jedoch ab (Pfister et al. 2001), was sich entsprechend auch in 
einer Abnahme der Fruchtwassermenge zeigt. Die Sekretion des Surfactants durch die reifen Typ II 
Pneumozyten verhindert dabei das Kollabieren bereits entfalteter Alveolen. Das Surfactant ist eine 
oberflächenaktive Substanz, die hauptsächlich aus Phospholipiden besteht und damit die 
Oberflächenspannung herabsetzt. 
Perinatal tragen verschiedene Mechanismen, wie zum Beispiel fetale Atembewegungen in den letzten 
Tagen der Schwangerschaft (Pfister et al. 2001), zur alveolaren Flüssigkeitsabsorption (AFC) bei. Die 
deutliche Reduktion der AFC durch die Instillation von Amilorid in die Trachea von neugeborenen 
Meerschweinchen identifizierte allerdings die ENaC-vermittelte Natrium- und Flüssigkeitsabsorption 
als einen der entscheidenden Mechanismen (O'Brodovich et al. 1990). Untermauert wird dies durch 
das Versterben von α-ENaC knock-out Mäusen innerhalb von 40 Stunden nach der Geburt aufgrund 
von respiratorischer Insuffizienz (Hummler et al. 1996). Die Flüssigkeitsabsorption in Folge des ENaC-
vermittelten Natriumtransports ist somit der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der AFC und damit 
entscheidender Teil der perinatalen pulmonalen Adaptation (Hummler et al. 1996). 
Nicht vergessen werden darf die adäquate Surfactantproduktion als Voraussetzung für die ungestörte 
Anpassung an die Luftatmung. Beim Reifgeborenen (≥ 37 SSW) ist diese adäquate Produktion von 
Surfactant normalerweise gegeben. Mit Abnahme des Alters der Schwangerschaft beziehungsweise 
mit zunehmender Frühgeburtlichkeit (< 37 SSW) geht jedoch auch eine zunehmende 
Surfactantdefizienz einher, die vor allem vor der vollendeten 34. SSW problematisch wird (Grenache 
und Gronowski 2006). Die Bedeutung der ENaC-vermittelten Natrium- und Flüssigkeitsabsorption für 
die perinatale pulmonale Adaptation verändert sich hingegen im Schwangerschaftsverlauf nur wenig. 
Dennoch ist die Expression der ENaC-Untereinheiten und folglich die Natriumabsorption in 
Reifgeborenen signifikant höher als bei Frühgeborenen (Barker et al. 1997, Helve et al. 2004), was die 
Bedeutung der AFC für eine ungestörte pulmonale Adaptation verdeutlicht. 
Zusammenfassend ist damit bei frühen Frühgeborenen (< 34 SSW) die Surfactantdefizienz die 
Hauptursache der respiratorischen Störung. Bei späten Frühgeborenen (≥ 34 SSW) nimmt hingegen die 
relative Bedeutung der AFC gegenüber der Surfactantdefizienz immer mehr zu, wie Abbildung 3 zeigt 





Abbildung 3: Relativer Beitrag von Surfactantdefizienz und ineffizienter Flüssigkeitsabsorption zur 
neonatalen respiratorischen Störung, aus: Helve et al. 2009. 
 
3.4. Pathologie der perinatalen pulmonalen Adaptation 
 
Betrachtet man die Pathologien der perinatalen pulmonalen Adaptation, so ist es wichtig, zwischen 
reifen und unreifen Neugeborenen zu unterscheiden. Wie im vorangehenden Abschnitt erläutert, 
erklärt sich dies vor allem durch die unterschiedliche Bedeutung adäquater beziehungsweise 
mangelnder Surfactantproduktion einerseits und der AFC andererseits in Abhängigkeit vom 
Schwangerschaftsalter (Helve et al. 2009). 
Das typische Bild einer gestörten Adaptation beim reifen Kind ist die transiente Tachypnoe des 
Neugeborenen (TTN), auch bekannt unter dem Namen wet lung syndrome. Die TTN ist eine meistens 
milde Form der Anpassungsstörung, welche sich nach wenigen Tagen spontan bessert. Diese 
maßgebliche Spontanheilung macht eine Diagnosestellung erst retrospektiv möglich. Hauptursache ist 
eine Störung der ENaC-vermittelten Flüssigkeitsresorption aus den Alveolen. Daraus resultiert eine 
Verlängerung der Diffusionsstrecke für Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid. Etwa 6 von 1000 
Neugeborenen sind betroffen, wobei teilweise Inzidenzen bis zu 3% vermutet werden (Morrison et al. 
1995, Zanardo et al. 2004). Klinisch zeigt sich die TTN unspezifisch, weshalb sie leicht mit anderen 
Lungenerkrankungen verwechselt werden kann (Jorch und Hübler 2010, S. 201-202). 
Beim Frühgeborenen stellt hingegen das Atemnotsyndrom oder infant respiratory distress syndrome 
(RDS) eine klassische Pathologie der pulmonalen Adaptation dar. Etwa 12% aller Kinder werden vor 
der vollendeten 37. SSW geboren. Von allen Frühgeborenen werden wiederum 16% vor der 32. SSW 
geboren (Kelly 2006) und bei 30 - 50% von ihnen wird ein RDS diagnostiziert. In Deutschland sind 
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dementsprechend 3000 bis 4000 Kinder jährlich davon betroffen (Zeitlin et al. 2008). Damit ist das 
Atemnotsyndrom der Hauptgrund für Morbidität und Mortalität in dieser Zeitspanne (Kelly 2006). In 
der Pathophysiologie dieser Erkrankung spielt neben Surfactantmangel und geminderter ENaC-
Expression natürlich auch die strukturell unreife Lunge eine große Rolle. Die pathologische 
Lungenfunktion führt schließlich zu Hypoxämie und respiratorischer beziehungsweise gemischter 
Azidose. Bei fehlender Intervention resultiert daraus eine Zyanose. Im Gegensatz zur TTN ist die 
Erkrankung nicht selbstlimitierend und primär progredient. Therapeutisch ist inzwischen die 
maternale vorgeburtliche intramuskuläre Glucocorticoidinjektion bei drohender Frühgeburtlichkeit 
Standard. Die Steroidhormone steigern nicht nur den Natriumtransport über alveolare Epithelzellen 
(Lazrak et al. 2000, Thome et al. 2003), sondern stimulieren auch die Surfactantproduktion (Ballard 
1989) und regulieren weiterhin eine Vielzahl an Mechanismen der Lungenreifung. Somit reduziert die 
antenatale Glucocorticoidgabe die Inzidenz des RDS um 40% und senkt seine Mortalität um 30% 
(Roberts und Dalziel 2006). Postnatal wiederum stehen Beatmung und Surfactantapplikation im 
Mittelpunkt der Therapie (Jorch und Hübler 2010, S. 166-172). 
Während die Entwicklung einer malignen TTN mit respiratorischem Versagen eine absolute Rarität ist, 
findet sich für das RDS eine Mortalität von 5 - 10%. Eine bronchopulmonale Dysplasie (BPD), als 
typische Spätfolge maschineller Beatmung entwickeln 15% der erkrankten Kinder (Zeitlin et al. 2008). 
Daraus leitet sich die absolute Notwendigkeit neonatologischer Forschung in diesem Bereich ab.  
 
3.5. Geschlechtsunterschiede im transepithelialen Flüssigkeitstransport und Zielstellung 
der Arbeit 
 
Seit 40 Jahren sind geschlechtsspezifische Unterschiede in der Inzidenz von RDS und TTN bekannt. 
Demnach ist die Auftrittswahrscheinlichkeit für ein RDS bei männlichen Frühgeborenen etwa 1,7-mal 
so hoch wie bei weiblichen Frühgeborenen (Altman et al. 2013, Anadkat et al. 2012, Farrell und Avery 
1975). Bei der TTN beträgt sie ungefähr das 1,6-fache für Jungen im Vergleich zu Mädchen (Altman 
et al. 2013). Damit stellt das männliche Geschlecht einen entscheidenden Risikofaktor für die 
Entwicklung pulmonaler Komplikationen dar. 
Die Lungenentwicklung männlicher Feten in Relation zu weiblichen Feten läuft generell verzögert ab 
(Gortner et al. 2013). Diese Geschlechtsdifferenz findet sich auch bei der fetalen Surfactantproduktion 
wieder. Sie beginnt in männlichen Feten verzögert verglichen mit weiblichen Feten (Torday und 
Nielsen 1987). Aber wie eingangs dargelegt spielt auch der transepitheliale Natriumtransport eine 
entscheidende Rolle in der Physiologie und Pathologie der perinatalen pulmonalen Adaptation. Jedoch 
existieren keine Studien, die den fetalen Natriumtransport über das Alveolarepithel auf 
geschlechtsabhängige Unterschiede untersucht haben. Es überrascht, dass diese Daten bis jetzt 
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fehlen, wenn man bedenkt, dass die geschlechtsabhängigen Inzidenzunterschiede für RDS und TTN 
seit nunmehr 40 Jahren bekannt sind (Altman et al. 2013, Anadkat et al. 2012, Farrell und Avery 1975). 
Lediglich für adulte Patienten mit einem Atemnotsyndrom beziehungsweise einem acute respiratory 
distress syndrome (ARDS) ist eine deutlich schnellere AFC bei weiblichen im Vergleich zu männlichen 
Patienten aufgezeigt worden (Bastarache et al. 2011). Dadurch werden Unterschiede im 
Natriumtransport nahegelegt. Aber selbst im Erwachsenenkollektiv existieren nur wenige 
Untersuchungen. Diese Arbeit geht nun der spannenden Frage nach, ob ein Unterschied im fetalen 
alveolaren ENaC-vermittelten Natriumtransport zwischen den Geschlechtern besteht. 
Des Weiteren stellt sich die Frage nach der Ursache eines potentiellen Geschlechtsunterschieds im 
Natriumtransport. Auch dieser Fragestellung widmet sich die folgende Arbeit. Vorangegangene 
Untersuchungen in adulten Ratten zeigten eine gesteigerte Genexpression der ENaC-Untereinheiten in 
den Lungen weiblicher Tiere (Sweezey et al. 1998). Ähnliches fand sich auch für den renalen ENaC. Die 
Genexpression aller ENaC-Untereinheiten ist in adulten weiblichen Tieren signifikant höher als in 
männlichen Tieren (Gambling et al. 2004). Daraus leitet sich die Frage ab, ob die Unterschiede auch in 
der fetalen Lunge auftreten und worauf diese potentiellen Expressionsunterschiede beruhen. Bis 
heute ist der einzige standardisierte präventive Ansatz zur Reduktion der RDS-Inzidenz die antenatale 
Glucocorticoidapplikation bei drohender Frühgeburt. Damit werden zwar Inzidenz, Mortalität und 
Morbidität des RDS gesenkt (Roberts und Dalziel 2006), die Geschlechtsdifferenz konnte hierdurch 
jedoch nicht nivelliert werden (Roberge et al. 2011). Betrachtet man Diskrepanzen zwischen 
männlichen und weiblichen Neugeborenen so liegt es auf der Hand, den Einfluss von 
Geschlechtshormonen zu hinterfragen. Beispielsweise kann durch Entfernung der Ovarien, und damit 
dem Hauptproduzent weiblicher Geschlechtshormone im Erwachsenenalter, ein signifikanter AFC-
Unterschied zwischen männlichen und weiblichen adulten Ratten aufgehoben werden (Kooijman et al. 
2011). Sowohl Östrogene als auch Gestagene stimulieren den alveolaren Natriumtransport in vitro 
(Greenlee et al. 2013, Laube et al. 2011). Eine Blockade von Östrogen- (ER) und 
Progesteronrezeptoren (PR) in vivo führt zu einer Reduktion der AFC (Trotter et al. 2006). Weiterhin 
zeigen Neugeborene mit einem RDS verminderte Östrogen- und Gestagenplasmakonzentrationen im 
Vergleich zu gesunden Neugeborenen (Kero und Pulkkinen 1979, Parker Jr. et al. 1987). Neben der 
genannten funktionellen Beeinflussung fand sich in adulten Ratten auch eine Stimulation der 
alveolaren Genexpression des ENaC durch Progesteron und Estradiol (Sweezey et al. 1998). Dieser 
Anstieg der Genexpression durch weibliche Geschlechtshormone konnte auch in fetalen distalen 
Lungenepithelzellen (FDLE-Zellen) reproduziert werden (Laube et al. 2011, Schmidt et al. 2014). 
Jedoch ist die Plasmakonzentration an Gestagenen und Östrogenen in weiblichen und männlichen 
Feten ähnlich (Habert und Picon 1984, Seaborn et al. 2010, Weisz und Ward 1980), da sie durch die 
maternale Plazenta bestimmt wird (Abbildung 4). Sollten weibliche Geschlechtshormone 
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dementsprechend für Unterschiede im alveolaren Natriumtransport sorgen, so kann dies nicht auf 
einen unterschiedlichen Plasmaspiegel zurückzuführen sein. Mögliche weitere Mechanismen sollen 
mit dieser Arbeit identifiziert werden.  
Im Gegensatz zu den weiblichen Geschlechtshormonen wird der fetale Plasmaspiegel der Androgene 
durch das Geschlecht des Ungeborenen bestimmt. Hauptproduktionsort der männlichen 
Geschlechtshormone ist der Hoden und nicht die maternale Plazenta. Dementsprechend müssen auch 
die Androgene als eventuelle Ursache für potentielle geschlechtsbedingte Unterschiede im 
Natriumtransport bedacht werden. 
 
 
Abbildung 4: Estradiol- (rot) und Testosteronkonzentration (schwarz) in weiblichen (gestrichelte Linie) 
und männlichen (durchgezogene Linie) Mäusefeten (GD = Gestationstag, PND = postnataler Tag), aus: 
Seaborn et al. 2010. 
 
Wenn man die Ursachen für eine höhere Inzidenz von TTN und RDS bei männlichen Neugeborenen 
besser verstehen würde, so könnten daraus Therapieoptionen resultieren. Insofern man damit die 
Inzidenz von TTN und RDS bei männlichen auf das Niveau von weiblichen Neugeborenen senkt, hätte 
man bereits circa 25% der Erkrankungsfälle vermieden. Damit zeigt sich das große Potential der 
Grundlagenforschung in diesem Bereich.  
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Hiermit möchte ich meinen wissenschaftlichen Beitrag zu dieser Arbeit darstellen. An der Planung 
dieses Projektes war ich gemeinsam mit Dr. rer. nat. Mandy Laube und Prof. Dr. med. Ulrich H. Thome 
maßgeblich beteiligt. Die im Artikel gezeigten Abbildungen 2A-C, 3A/B, 4A/B, 5 und 8A demonstrieren 
die Ergebnisse der von mir durchgeführten Experimente. Die Daten der Abbildung 3C/D wurden von 
mir zusammen mit Melanie Haase generiert. Weiterhin wurden die Analysen der Abbildung 6A-C von 
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1. In kultivierten weiblichen FDLE-Zellen ist der transepitheliale Natriumtransport signifikant höher 
als in kultivierten männlichen FDLE-Zellen. 
2. In kultivierten weiblichen FDLE-Zellen ist die ENaC-Aktivität in der apikalen Zellmembran und die 
Aktivität der Na,K-ATPase in der basolateralen Zellmembran signifikant höher als in kultivierten 
männlichen FDLE-Zellen. 
3. Die Genexpression der ENaC-Untereinheiten α, β und γ ist in weiblichen kultivierten FDLE-Zellen 
signifikant höher als in männlichen. 
4. Die Genexpression der ENaC-Untereinheiten α, β und γ ist direkt nach der Zellisolation in 
weiblichen FDLE-Zellen signifikant höher als in männlichen. 
5. Die Genexpression der Na,K-ATPase-Untereinheiten α1, α2 und β1 ist in weiblichen kultivierten 
FDLE-Zellen signifikant höher als in männlichen. 
6. Die Genexpression der Na,K-ATPase-Untereinheiten α1, α2 und β1 ist direkt nach der Zellisolation 
in weiblichen FDLE-Zellen signifikant höher als in männlichen. 
7. Die Genexpression des PR und des ER-β ist in weiblichen kultivierten FDLE-Zellen signifikant höher 
als in männlichen. 
8. Die Genexpression des PR und des ER-β ist direkt nach der Zellisolation in weiblichen FDLE-Zellen 
signifikant höher als in männlichen. 




10. Die Behandlung weiblicher kultivierter FDLE-Zellen mit Estradiol steigert die Genexpression des 
Östrogen-Zielgens platelet-derived growth factor A (PDGF-A) signifikant. Die Behandlung 
männlicher kultivierter FDLE-Zellen mit Estradiol beeinflusst die PDGF-A Genexpression nicht. 
11. Die FDLE-Zellzahl pro Fetus ist in weiblichen Feten signifikant höher als in männlichen Feten. 
12. Das Verhältnis aus Feucht- zu Trockengewicht (W/D ratio) der Lunge ist bei den männlichen 
fetalen und reifgeborenen Ratten signifikant höher als bei den weiblichen. 
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7.  Diskussion der Ergebnisse 
 
Diese Arbeit ist die erste wissenschaftliche Untersuchung, die im Rattenmodel aufzeigt, dass der 
alveolare transepitheliale Natriumstrom über den ENaC und die Na,K-ATPase in männlichen 
Frühgeborenen signifikant kleiner ist als in weiblichen Frühgeborenen. In Kombination mit dem 
höheren W/D ratio der Lungen reif- und frühgeborener männlicher Ratten lässt sich eine schnellere 
oder früher einsetzende AFC in weiblichen Feten vermuten. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen somit 
nahe, dass dieser Pathomechanismus wesentlich zu der höheren Inzidenz des RDS bei männlichen 
Neugeborenen beitragen könnte. Obwohl die geschlechtsabhängigen Inzidenzunterschiede bereits seit 
40 Jahren bekannt sind, wurde dieser Zusammenhang bis jetzt nicht nachgewiesen.  
Des Weiteren zeigt die Arbeit mögliche ursächliche Mechanismen für die Geschlechtsunterschiede im 
Natriumtransport. Der funktionelle Unterschied zwischen den Geschlechtern spiegelt sich in der 
Genexpression des ENaC und der Na,K-ATPase wider. Sie ist dementsprechend in weiblichen 
signifikant höher als in männlichen Rattenfeten. Einen Ansatzpunkt zur Einordnung dieser 
Erkenntnisse kann eine Untersuchung von Emr et al. liefern. Dabei wurde in Schweinen artifiziell ein 
ARDS erzeugt. Anschließend transfizierte man bronchoskopisch mittels Elektroporation ENaC- und 
Na,K-ATPase-Plasmide in die Alveolarzellen. Gegenüber einer Kontrollgruppe ließ sich damit das W/D 
ratio signifikant senken (Emr et al. 2015). Hiermit wurde gezeigt, dass eine gezielte Amplifikation von 
ENaC und Na,K-ATPase im Tierexperiment möglich ist. Es erscheint damit zumindest experimentell 
denkbar den Natriumtransport männlicher Zellen auf das Niveau weiblicher Zellen anzuheben.  
Ebenfalls signifikant höher in weiblichen als in männlichen Rattenfeten ist die Genexpression des ER-β 
und des PR. Dadurch können Alveolarzellen weiblicher Herkunft wesentlich sensitiver auf Östrogene 
und Gestagene reagieren. Trotz gleicher Plasmaspiegel ist die Wirkung weiblicher 
Geschlechtshormone damit bei den weiblichen Zellen möglicherweise stärker ausgeprägt als bei 
männlichen Zellen. Diese Hypothese wird untermauert durch die Egalisierung der 
Geschlechtsunterschiede im Natriumtransport durch die Inhibition des ER-β. Darüber hinaus zeigte 
das Östrogen-Zielgen PDGF-A eine Stimulation der Genexpression durch Estradiol nur in weiblichen 
Zellen. Mögliche hypothetische Konsequenzen aus diesem Aspekt erfordern zunächst ein Verständnis 
der Wirkungsweise der Hormonrezeptoren für Gestagene und Östrogene. Sowohl ER als auch PR 
wirken als Liganden-abhängige Transkriptionsfaktoren. Estradiol bindet beispielsweise an den ER-β, 
welcher wiederum mittels einem estrogen response element (ERE) im Zielgen die Transkription des 
selbigen aktiviert oder hemmt (Klein-Hitpass et al. 1989). Eine gezielte Modulation dieser Kaskade 
stellt dementsprechend auch eine Regulationsmöglichkeit für entsprechende Zielgene dar. Im 
Speziellen könnten Transkriptionsfaktoren, hier also der ER, dafür einen Angriffspunkt darstellen 
(Bouhlel et al. 2015). So wurde zum Beispiel die Beeinflussung der ERE-abhängigen Genexpression 
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durch artifizielle Transkriptionsfaktoren in vitro bereits durchgeführt (Muyan et al. 2015). Insofern es 
möglich wäre, diese Modulation auch in vivo an definierten Zellen durchzuführen, könnten daraus 
therapeutische Strategien erwachsen. Nichtdestotrotz darf man die großen technischen und ethischen 
Hürden nicht vergessen, die diesen Überlegungen aktuell gegenüber stehen. Einerseits müsste man 
eine gezielte intrauterine Therapie an den Alveolarzellen vornehmen und andererseits würde es sich 
um eine Form der Gentherapie handeln. 
Zusammenfassend liefern vorliegende Ergebnisse somit einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der 
Ursachen einer gesteigerten Prävalenz von RDS und TTN bei männlichen Neu- beziehungsweise 
Frühgeborenen. Perspektivisch muss dieses Verständnis ursächlicher Mechanismen gefestigt und 
ausgebaut werden. Hierfür sind weiterführende Studien notwendig. 
Zum Beispiel fehlen Untersuchungen zur Wirkung von Androgenen auf den ENaC im Lungenepithel. Im 
renalen Sammelrohr wirken sie in vivo gegensätzlich auf den ENaC in Abhängigkeit vom Geschlecht. 
Hier wird die Genexpression des ENaC durch Testosteron und Dihydrotestosteron in männlichen 
Ratten gesteigert, wohingegen sie in weiblichen Ratten reduziert wird (Kienitz 2009, Kienitz et al. 
2009). In der Lunge führen die Androgene zu einer generellen Entwicklungsverzögerung (Dammann 
et al. 2000, Torday 1990). Wie in Abbildung 4 dargestellt, ist ihre Plasmakonzentration in männlichen 
deutlich höher als in weiblichen Feten (Habert und Picon 1984, Seaborn et al. 2010, Weisz und Ward 
1980). Einerseits könnte die männliche Keimdrüse als Hauptproduktionsort der Androgene damit 
Ursache der verzögerten Lungenentwicklung sein. Andererseits existiert in der Lunge ein separater 
Steroidhormonmetabolismus. Dieser ist in der Lage Androgene aus anderen Steroidhormonen zu 
metabolisieren oder zu inaktivieren und damit möglicherweise in Feten beider Geschlechter ähnliche 
lokale Konditionen zu schaffen (Provost et al. 2000, Seaborn et al. 2010). Folglich ergibt sich eine 
Vielzahl an Möglichkeiten, inwiefern Androgene den epithelialen Natriumtransport in der Lunge 
beeinflussen könnten. Diese Mechanismen werden momentan in unserer Arbeitsgruppe untersucht. 
Ein weiterer, zu untersuchender, Aspekt sind die Proteinexpression und die posttranslationale 
Modifikation, welche zwischen der Genexpression und den funktionellen Kanälen und Rezeptoren 
stehen. Geschlechtsunterschiede in diesen Etappen der Proteinbiosynthese stellen auch eine mögliche 
Ursache von Differenzen im transepithelialen Natriumtransport zwischen männlichen und weiblichen 
Zellen dar. Mittels western blotting könnten eventuelle geschlechtsabhängige Differenzen in der 
Proteinexpression untersucht werden. Bis jetzt wurde eine signifikante Steigerung der 
Proteinexpression durch Östrogene und Gestagene nicht nachgewiesen (Laube et al. 2011). 
Dementsprechend spannend ist die Beantwortung dieser Frage im von uns genutzten experimentellen 
Setting. Auch wenn die Zellkulturen in der vorliegenden Arbeit nicht mit weiblichen 
Geschlechtshormonen inkubiert wurden, so postuliert diese Arbeit dennoch eine Östrogen- und 
Gestagenabhängigkeit der ENaC-Aktivität. Möglich wurde das durch die, generell im fetalen 
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Kälberserum des Zellkulturmediums vorhandenen, diversen Geschlechtshormone, welche in allen 
Experimenten in identischer Konzentration vorhanden waren. An dieser Stelle muss angemerkt 
werden, dass die Inkubation der isolierten Zellen über 4 Tage auf die unterschiedliche Genexpression 
zwischen den Geschlechtern keinen Einfluss hatte. Belegt wurde dies durch zusätzliche 
Expressionsanalysen an frisch isolierten FDLE-Zellen. Diese zeigten ebenfalls eine signifikant höhere 
Genexpression der Natriumkanäle und -transporter bei weiblichen Zellen und bekräftigen daher die 
Ergebnisse der inkubierten FDLE-Zellen. 
Neben den Unterschieden in den Natriumtransportproteinen und -kanälen demonstriert diese Arbeit 
eine zusätzliche, mögliche Ursache für den geschlechtsabhängigen Dimorphismus im alveolaren 
Natriumtransport. Die FDLE-Zellzahl ist in weiblichen Rattenneonaten circa 30% höher als in 
männlichen. In Kombination mit der gesteigerten Genexpression des ENaC und der Na,K-ATPase in 
weiblichen Zellen trägt das zu einer höheren Natriumabsorption bei. Diese Erkenntnis reiht sich damit 
in eine Gruppe diverser Lungenarchitekturunterschiede zwischen männlichen und weiblichen 
Nagetieren ein. Demnach besitzen weibliche Tiere eine größere Alveolenanzahl bezogen auf das 
Körpergewicht und somit eine größere Gasaustauschfläche (Massaro et al. 1995, Massaro und 
Massaro 2006). Allerdings kam es zu diesen Erkenntnissen im Rahmen von Untersuchungen an adulten 
Tieren. Die in dieser Arbeit festgestellten Zellzahlunterschiede lassen vermuten, dass ähnliche 
strukturelle Unterschiede der Lunge bereits in der Fetalperiode existieren. Es ist anzumerken, dass 
jeweils identische Zellzahlen für die Experimente zur Messung der ENaC- beziehungsweise Na,K-
ATPase-Aktivität sowie für die Genexpressionsuntersuchungen ausgesät wurden. Damit ist der 
geschlechtsabhängige Dimorphismus in jenen Experimenten nicht durch die erwähnten 
Zellzahlunterschiede zwischen männlichen und weiblichen Tieren zu erklären. 
Alles in allem ist anzunehmen, dass ein wachsendes Verständnis des alveolaren Natriumtransports in 
Zukunft an Bedeutung für therapeutische Fragestellungen gewinnen könnte. Kernthema dieser Arbeit 
war aber nicht die Therapie sondern die Untersuchung von Ursachen der gestörten perinatalen 
pulmonalen Adaptation beziehungsweise ihrer Geschlechtsunterschiede. Dabei wurde ein signifikant 
höherer transepithelialer alveolarer Natriumstrom in weiblichen als in männlichen Feten gemessen, 
welcher durch eine Blockade des ER-β zu egalisieren war. Zusätzlich dazu gibt es Unterschiede in der 
Lungenarchitektur. Beides führt zu einem niedrigeren pulmonalen W/D ratio in weiblichen Feten. In 
der Klinik tragen diese Mechanismen wahrscheinlich zu einer niedrigeren Prävalenz von RDS und TTN 
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